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研究成果の概要（和文）： 
 ミクロシスチン分解菌が水環境中における主な分解者であることを強く推察するデータを得
た。その分解菌の MlrA と MlrB, MlrCが担う分解機構を明らかにするとともにその遺伝子の発
現は，Adda（mlrAと mlrB遺伝子に対して）およびミクロシスチン環状構造 (mlrC 遺伝子に対
して)により誘導されることを世界で初めて明らかにした。さらに浄水処理過程での生物膜処理
法がミクロシスチンを効果的に分解し上水への混入を防いでいることを明らかにした。また，
これまでの知見を利用し，新規水環境修復技術となる藍藻類の増殖抑制技術を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  In the present study, we revealed enzymatic pathway of microbial microcystin 
degradation in microcystin-degrading bacterium. The abundance of mlrA gene in aquatic 
environment strongly related to microcystin concentration, thus 
microcystin-degrading bacteria play a key role in microcystin degradation. Moreover, 
we confirmed that Adda induce expression of mlrA and mlrB, and cyclic structure of 
microcystin relate to expression of mlrC.  Finally, we have constructed new water 
treatment apparatus using electrochemical degradation without electrolyte. The 
apparatus inhibit toxic cyanobacteria growth, but do not inhibit other organism, such 
as animal plankton and fish. 
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１．研究開始当初の背景 
 世界各国で問題が顕在化している水質汚濁
の進行は、別名「水の世紀」と呼ばれる21 世
紀の大きな課題である。特に人口増に伴い淡
水資源の需要は増すばかりであり、貴重な淡
水資源を確保・保全するための水質汚濁対策
は緊急かつ切実な問題となっている。湖沼な
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ど閉鎖性淡水水域の富栄養化はアオコ（ミク
ロキスティス属等のラン藻類の異常増殖）を
引き起こし、景観悪化、悪臭発生、魚類死滅、
浄水障害といった問題を発生させる。これら
に加え、ラン藻類が産生する毒素 
（ミクロシスチン）による人畜への被害が、
アオコ発生水域で大きな問題となっている
（Skulberg et al.1984 他）。ラン藻類が産
生するミクロシスチン は哺乳類に対する強
力な肝臓毒であり、急性毒性は青酸カリの100 
倍にも相当する。さらに、発ガンプロモータ
ーとしての作用の報告もあり、急性毒性・慢
性毒性の両方での人体への影響が危惧されて
いる（Dawson, 1998）。このため、世界保健
機関においても水源の暫定規制基準値1 μg･
L-1 が設定され、世界各国へ対策を講じるよ
う勧められている。また、ミクロシスチンが
植物の生育にも影響を与え、生物濃縮される
可能性も近年指摘されている（Saqrane et al. 
2007）。日本国内においても、霞ヶ浦をはじ
めとして諏訪湖、琵琶湖など代表的なアオコ
発生湖沼においてミクロシスチンは高濃度で
検出されている。たとえば霞ヶ浦においては、
7 月から8 月にかけて1000 μg/Lという高濃
度まで産生された後、9 月に急激にその濃度
が減少することが代表者らにより報告されて
いる。これまでにラン藻類の体内でミクロシ
スチンが自己分解している可能性も報告され
ているが、ラン藻細胞から溶出した高濃度ミ
クロシスチン が水環境中で急速に分解され
る機構は明らかにされていない。一般的に、
水域での化学物質消失には、希釈、光分解、
pH 変化影響などの物理化学的分解、化学物質
同士の包合体形成による未知物質への変化、
他物質への吸着、微生物による生分解が関与
する。ミクロシスチンは特殊アミノ酸を含む
環状構造を持つ物質で、物理化学的に安定で
あることが確認されている。さらに代表者ら
のグループにより既存の各種タンパク質分 
解酵素によってもほとんど分解されないこと
が明らかにされている（Okano et al. 2006）
ことから、環境中で何らかの特殊な生分解を
受けて消失しているのは間違いない。ミクロ
シスチンの湖沼内での動態に関する研究から、
ミクロシスチンの消失には産生量変化との間
にタイムラグが認められている。このことは、
水中にミクロシスチンを特異的に分解する微
生物が存在することが示唆するものであり、
実際に、これまでにミクロシスチンを特異的
に分解する細菌は代表者らが単離したものを
含め9 株、種属が未同定なものを含めると合
計12 株単離されている。世界で初めて報告さ
れたミクロシスチン 分解菌であるMJ-PV 株
では、実験室内でそのミクロシスチン 分解機
序が解析され、環状ミクロシスチン は鎖状ミ
クロシスチン，tetra-peptide を介してさら
に小さなペプチドやアミノ産まで分解される
ことが明らかにされた（Bourne et al. 1996）。
しかしながら、天然水環境中でのミクロシス
チン 分解機序の解明に関する研究はほとん
ど進んでいない。また、ミクロシスチン 分解 
産物の毒性試験から、その毒性が元のミクロ
シスチン に比べて急激に減衰することが報
告（Goodman et al. 1999 他）されているこ
とから、浄水処理でのミクロシスチン 除去に
ミクロシスチン分解菌を用いる有効性が示唆
されているがその研究も進んでいない。環境
微生物がもつ難分解汚染物質の分解機構を解
明し、その分解機構にかかわる分解酵素遺伝
子の発現を制御できれば分解活性効率を高め
ることが可能である。従って、微生物の持つ
分解酵素遺伝子の制御による環境浄化の技術
開発は淡水環境の持続的利用を考慮した場合、
きわめて重要な技術開発課題であるといえる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、これまでの研究成果を元に、水環
境中でのミクロシスチン 分解機序の詳細の
解明、自然水域におけるミクロシスチン 分解
能の評価、ミクロシスチン 分解酵素遺伝子群
の分解菌細胞内での発現解析、その成果を利
用して安定的で高効率のミクロシスチン 生
物処理系の構築を目的に実施した。 
 
３．研究の方法 
（１）単離分解菌の特性解析 
 ミクロシスチン分解菌が保有する，ミクロ
シスチン分解遺伝子群の塩基配列解析をイ
ンバース PCR法により実施した。実施後、そ
れぞれの遺伝子を大腸菌に組込み発現させ、
ミクロシスチン分解における役割を LC-MSを
用いて解析した。 
 遺伝子の発現解析においては、各増殖期や
ミクロシスチンとその分解産物をそれぞれ
分解菌に暴露させた時の全 RNAを抽出し、ミ
クロシスチン分解酵素遺伝子群（mlrA-mlrC）
を標的として定量 PCR 法により解析した。  
（２）環境中の分解菌の挙動 
 基本水質および定量 PCR 法による全細菌、
有毒藍藻類数、ミクロシスチン分解菌数を解
析するとともに、ミクロシスチン濃度を分析
した。モニタリング対象は、霞ヶ浦およびタ
イ国内の養魚池、浄水場で実稼働中の生物学
的浄水処理装置とした。 
（３）新規水環境修復技術の開発 
 有毒アオコ発生時において浄水処理過程
での浄水処理コストは増大するため，水源で
直接有毒アオコを発生抑制する方法が求め
られる。本研究では，電気化学処理に着目し，
淡水において電解質がなくても電気分解可
能な装置を開発し，その効果を評価した。 
 評価は，有毒藍藻細胞密度，ミクロシスチ
ン濃度，微小動物プランクトン密度とした。 
 
４．研究成果 
（１）C-1株の特性解析により、C-1株はSp
hingopyxis sp.の耐アルカリ性細菌であり、
既に保有しているMD-1株とは異なる性質を
もっていることがわかった。次に、Inverse 
PCR法により既知配列周辺（mlrA）の塩基配
列を解析したところ、MD-1株及びC-1株とも
に既に報告があるミクロシスチン分解酵素
遺伝子群 (mlrA, mlrB, mlrC, mlrD) のみ
ならず2つの遺伝子を分解酵素遺伝子群周辺
に保有していることを明らかにした。そこで、
それらをそれぞれmlrE, mlrFと名付けた。次
に、同定したミクロシスチン分解酵素遺伝子
群(mlrA, mlrB, mlrC, mlrD)を個別に大腸
菌に導入し発現させミクロシスチン分解特
性を解析し、ミクロシスチン分解機序を明ら
かにした。さらに，ミクロシスチンからその
分解産物を単離取得する手法を開発した。こ
こでmlrDは，ミクロシスチン分解に直接関与
しないことがわかり，遺伝子データベース上
の既知遺伝子の塩基配列との相同性検索か
らミクロシスチンやその分解産物の取り込
みに関与することが考えられた。 
ミクロシスチン分解酵素遺伝子群の発現
解析では，ミクロシスチン分解酵素遺伝子m
lrA, mlrB, mlrCは対数増殖期中期に発現
量が最大となることがわかった。さらに，
ミクロシスチンやミクロシスチン分解産物
はミクロシスチン分解酵素遺伝子の発現を
誘導することを明らかにした。すなわちミ
クロシスチン分解菌は連鎖反応的にミクロ
シスチンを分解することが示された。 
 （２）ミクロシスチン分解に関与する微生
物群集の動態解析では，ミクロシスチン初発
分解酵素遺伝子mlrAと標的とした定量PCR法
によりミクロシスチン分解菌は季節によらず
水環境および生物学的浄水処理生物膜中に存
在していることを明らかにし，越冬したミク
ロシスチン分解菌が夏期の有毒アオコ発生時
に応答してミクロシスチン分解を行うことが
推察された。さらにmlrA遺伝子量とミクロシ
スチン分解活性に正の相関があることを明ら
かにし，ミクロシスチン分解は，1つの遺伝子
で1つの事象を追えることがわかった。そこで
，浄水場で導入されている生物膜法の処理施
設のミクロシスチン分解能を評価した。結果
，生物膜法はミクロシスチンを分解し，上水
へのミクロシスチン混入を阻止する有効な手
段となっていることを示した。また安定で高
効率のミクロシスチン生物処理系の構築のた
めに，浄水場の生物膜法処理施設から生物膜
を採取し，様々な環境因子におけるミクロシ
スチン分解活性を分析した。その結果，硝酸
態窒素濃度によりミクロシスチン分解活性が
亢進するが、リン酸態リン濃度によってはそ
の活性が阻害されることがわかった。また，
ミクロシスチン以外の炭素源がある場合にお
いてもその活性が阻害されうることがわかっ
た。以上の知見がどのような機構で起きてい
るのかは未解明であり，この未解明な部分を
明らかにしていくことは，ミクロシスチン生
物処理における分解活性の制御法の構築につ
ながる。 
 一方，初夏のアオコ発生からその消失まで
の期間に現地調査（霞ヶ浦）を実施し，試水
中の定量 PCR法によるミクロシスチン分解菌
の動態解析とミクロシスチン濃度分析を行
った。結果，比較対象としたタイ王国の養魚
池よりも霞ヶ浦の有毒アオコの方がミクロ
シスチン濃度は高かったため，環境因子が産
生能に関わることがわかった。またミクロシ
スチン分解菌はミクロシスチン濃度依存的
にポピュレーションを変動させることがわ
かった。 
  
 （３）新規水環境修復技術の開発では，環
境低負荷・低エネルギーで純酸素を発生させ
る装置を開発した。この装置は，ミクロシス
チンを分解可能であるとともにミクロシスチ
ン産生のMicrocystis属の増殖を抑制させる
ことができた。また，微小動物プランクトン
や魚類に対する毒性影響の解析を実施し，増
殖や生殖に影響はみられていない。 
 以上から，ミクロシスチン分解菌によるミ
クロシスチン分解機構についての知見を多
く得るとともに、環境中でミクロシスチン分
解菌が主にミクロシスチン分解を担ってい
る事や浄水処理過程での生物膜処理法がミ
クロシスチンを効果的に分解し上水への混
入を防いでいることを明らかにした。さらに，
省エネルギー型の新規水処理装置を開発し
た。 
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